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Anticuerpos policlonales, m6todo de preparacion y uso 
de los mismos. 

La presente invencion se refiere a anticuerpos 
5 policlonales que reconocen especif icamente y con gran 
afinidad a los dos peptidos amiloides mas importantes, 
el A04O y el A042, asi como a su empleo en la 
valoracion tanto de farmacos activadores de la 
degradacion de los peptidos amiloides caracteristicos 

10 de la enfermedad de Alzheimer como de farmacos 

inhibidores de sii formaci6n. Del mismo modo, pueden ser 
utiles para la valoracion de la actividad de las 
enzimas implicadas en el procesamiento de la proteina 
precursora de los citados peptidos o la actividad de 

15 las enzimas implicadas en la degradacion de los mismos, 
as! como de la valoracion del nivel de expresion de los 
genes implicados en toda la maquinaria de eventos que 
conducen al deposit© y formacion de placas amiloides, 
lesiones caracteristicas de los cerebros de pacientes 

20 que sufren la enfermedad de Alzheimer. 

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR 

Se conocen determinados factores acerca de los 
25 fenomenos bioqulmicos y metabolicos asociados a la 
presencia de la enfermedad de Alzheimer. Dos cambios 
morfologicos e histopatol6gicos observados en 
cerebros de pacientes con la enfermedad de Alzheimer 
son maranas neurof ibrilares (MNP) y depositos 
30 amiloides. 

Las maranas neurof ibrilares intraneuronales estan 
tambien presentes en otras enfermedades degenerativas, 
pero la presencia de depositos de amiloide tanto en los 
35 espacios interneuronales (placas neuriticas) como 
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en la microvasculatura circundante (placas vasculares) 
parece ser caracteristica del Alzheimer. De £stas, 
las placas neuriticas parecen ser las mlis 
caracterlsticas (Price, D.L. y col. , Drug Development 
5 Research (1985) 5:59-68). 

El componente principal de estas placas amiloides es un 
peptido de 40-42 aminoacidos denominado peptido 
amiloide A04 . 

10 

El peptido amiloide AP4 es un polip£ptido originado por 
proteolisis a partir de unas glucoprotelnas de membrana 
denominadas proteinas precursoras del peptido amiloide 
A04 (PAPP) . Estando estas proteinas precursoras del 
15 peptido amiloide constituidas por 695 a 770 

aminoacidos, siendo todas ellas producidas por el mismo 
gen. 

Se han identificado dos variantes principales del 
20 peptido amiloide Ap4, el peptido AP40 y el Ap42, de 40 
y 42 aminoacidos respectivamente, que presentan una 
distribucion tisular diferente en condiciones tanto 
fisiologicas como patologicas. 

25 Nosotros hemos clonado y secuenciado el gen de la PAPP 
en el* polio y hemos demostrado que es practicamente 
identico al gen humano, pues produce pAPPs con una 
enorme homologia, del orden del 95%, a las de la 
especie humana, y el peptido AP4, caracteristico de la 

30 enfermedad de Alzheimer, es identico al humano. Ademas, 
el embrion de polio procesa a las PAPPs de tal forma 
que se produce peptido Ap4 , debido a la accion de unas 
enzimas proteol£ticas que provocan la proteolisis de 
las PAPPs en un sitio clave para producir Ap4, la 

35 enzima proteolitica que corta las PAPPs para producir 
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Ap4 es denominada p-secretasa . 

EXPLICACI6N DE LA INVENCION 

5 La presente invencion proporciona anticuerpos 

policlonales, capaces de reconocer especif icamente 
mediante cualquier tecnica inmunol6gica convencional 
(western blot, inmunohistoquimica, inmunoprecipitacion, 
ELISA, RIA, . ..) de la presencia de los peptidos 

10 amiloides AP4 0 y Ap42, obtenidos por inmunizaci6n de 
mamiferos, pref eriblemente conejos, con una proteina 
conjugada con un peptido seleccionado a partir de un 
grupo que consiste en SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 2, SEQ ID 
NO 3, SEQ ID NO 4, opcionalmente acortados por 

15 eliminaci6n de los restos de aminoacido de los extremes 
N-terminal y/o C-terminal, y opcionalmente alargados 
por adicion de los restos de aminoacido apropiados para 
conjugar la proteina. 

20 En una realizacion particular, el peptido corresponde a 
SEQ ID NO 1, opcionalmente alargado por adicion de 
los restos de aminoacido apropiados para conjugar la 
proteina. En otra realizacion particular el peptido 
corresponde a SEQ ID NO 2, opcionalmente alargado por 

25 adicion de los restos de aminoacido apropiados 
para conjugar la proteina. En otra realizacion 
particular el peptido corresponde a SEQ ID NO 3, 
opcionalmente alargado por adicion de los restos de 
aminoacido apropiados para conjugar la proteina. En 

30 otra realizaci6n particular el peptido corresponde a 

SEQ ID NO 4, opcionalmente alargado por adici6n de los 
restos de aminoacido apropiados para conjugar la 
proteina. Aunque la eliminacion de los restos 
aminoacidicos terminales no elimina la actividad 

35 especifica, los peptidos preferidos son los de SEQ ID 
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NO 1, SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 3 y SEQ ID NO 4 . 

La provision de cualquiera de los peptidos, 
substancialmente puros, antes mencionados es tambien 
5 parte de la presente invencion. 

Esta invencion tambien proporciona un metodo para la 
obtencion de los anticuerpos policlonales antes 
mencionados por inmunizacion de mamiferos, 

10 preferiblemente conejos, con una proteina conjugada a 
un peptido seleccionado a partir de un grupo que 
consiste en SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 3, SEQ 
ID NO 4, opcionalmente acortados por eliminaci6n de los 
restos de aminoacido de los extremos N- terminal y/o C- 

15 terminal, y opcionalmente alargados por adicion de los 
restos de aminoacido apropiados para conjugar la 
proteina. 

Segun una forma de realizaci6n preferida de realizacion 
20 de la presente invencion, la proteina utilizada para su 
conjugacion con el peptido es la hemocianina de lapa 
(KLH, Keyhole Limpet Hemocyanin en ingles) . 

En una realizaci6n aun mas preferida de la presente 
25 invencion, los mamiferos utilizados, para su 

inmunizacion con la proteina conjugada al peptido, son 
cone j os .. 

De acuerdo con un aspecto de la presente invencion, se 
30 proporciona un nuevo metodo para la valoracion tanto de 
fSrmacos activadores de la degradacion de los peptides 
amiloides caracteristicos de la enfermedad de 
Alzheimer, como de farmacos inhibidores de su 
produccion, mediante el uso de los anticuerpos 
35 policlonales descritos anteriormente . 
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Del mismo modo, el metodo sirve tambien para valorar 
la actividad de las enzimas (proteasas) implicadas en 
el procesamiento de la proteina precursora de los 
citados peptidos o la actividad de las enzimas 
5 implicadas en la degradacion de los mismos. 

Esta invencion tambien proporciona un metodo para la 
deteccion de la presencia o ausencia de los peptidos 
amiloides A04O y Ap42 en una muestra, empleando el 
10 embrion del polio o cualquiera de las membranas o 
liquidos extraembrionarios del huevo embrionado del 
polio, como modelo animal de ensayo. 

Segun una realizacion preferida de la presente 
15 invencion, se proporciona un nuevo metodo para la 
valoracion tanto de fSrmacos activadores de la 
degradacion de los peptidos amiloides caracteristicos 
de la enfermedad de Alzheimer, como de farmacos 
inhibidores de su produccion, mediante el uso del 
20 embrion del polio o cualquiera de las membranas o 
liquidos extraembrionarios del huevo embrionado del 
polio, como modelo animal de ensayo. 

De acuerdo con otra realizaci6n preferida de la 
25 presente invencion, se proporciona un nuevo metodo para 
valorar la actividad de las enzimas (proteasas) 
implicadas en el procesamiento de la proteina 
precursora de los citados peptidos o la actividad de 
las enzimas implicadas en la degradacion de los mismos, 
30 mediante el uso del embri6n del polio o cualquiera de 
las membranas o liquidos extraembrionarios del huevo 
embrionado del polio, como modelo animal de ensayo. 

El metodo consiste en la inoculacion del fcirmaco en el 
35 huevo embrionado del polio, ya por simple goteo sobre 
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el propio embrion o alguna de sus membranas, ya por 
inyeccion en el vitelo ( si el embrion es joven ) o 
saco vitelino ( si el embrion es mis mayor ) , en el 
saco amniotico, en el saco alantoideo ( en embriones de 
5 mas de 6 dias de incubaci6n ) o en el interior del 
propio embrion y, tras el tiempo adecuado de 
incubacion, se extrae el embrion y/o cualquiera de las 
membranas o liquidos extraembrionarios y se analiza la 
cantidad de peptidos amiloides, caracterlsticos de la 
10 enfermedad de Alzheimer, mediante las tecnicas 

convencionales de laboratorio para la cuantif icacion de 
peptidos y protelnas como western blot, 
inmunohistoquimica, inmunoprecipitaci6n , ELISA, RIA, 
HPLC, etc. 

15 

EJEMPLOS 

La presente invenci6n se ilustra mediante los 
siguientes ejemplos. 

20 

Ejemplo 1- 

Acoplamiento de los peptidos a hemocianina de lapa 
(KLH, Keyhole Limpet Hemocyanin) 

25 Los peptidos fueron acoplados a la protelna hemocianina 
de lapa (KLH, Keyhole Limpet Hemocyanin) , via n- 
terminus, utilizando el agente acoplante 
glutaraldehido. Para lo cual se activo la protelna KLH 
en soluci6n de buffer borato pH 10. A continuacion se 

3 0 afiadi6 el peptido sintetico y lentamente se anadio la 
salucion de glutaraldehido 0.3% mientras se agitaba a 
temperatura ambiente. Tras la adiccion de glicina 1M 
para bloquear el glutaraldehido no reaccionante, se 
dializo el conjugado peptido-proteina f rente a 3 litros 

35 de buffer borato pH 8.5 a temperatura de 4 °C. El 
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conjugado peptido-KLH se almaceno a 4 °C. 
Ejemplo 2. 

Generaci6n de los anticuerpos policlonales . 

5 Los cuatro anticuerpos policlonales fueron generados 
por inmunizacion de conejos New Zealand White contra 
los cuatro peptidos acoplados a KLH que se utilizaron 
como inmunogeno. 

10 Cada inmunogeno se inyect6 en dos conejos, realizandose 
cinco inyecciones: la primera inyecci6n intradermica 
del conjugado p6ptido-KLH en PBS y emulsionados en 
adyuvante completo de Freund y cuatro m&s 
intramusculares, a modo de dosis de recuerdo en los 

15 dias 14, 28, 49 y 80, del mismo conjugado peptido-KLH 
en PBS pero esta vez emulsionados en adyuvante 
incompleto de Freund, realizandose la sangria de 
control a los 90 dias para detectar la presencia de los 
anticuerpos . 

20 

Ejemplo 3 . 

Purificacion de los anticuerpos por afinidad. 

Tras la recogida de sangre, se separo el suero y se 
25 prepurifico mediante desalado y posteriormente se 

purificaron los anticuerpos por afinidad en una matriz 
compuesta por 1,5 ml de material EMD-Epoxy activated 
(Merck) a la que se anadi6 5mg del correspondiente 
p£ptido. Las fracciones purificadas se estabilizaron en 
3 0 0.1% de BSA (Sigma) y se conservaron a 4 °C, pudiendose 
anadir glicerol 20-50% como crioprotector . 

Ejemplo 4 . 

Titulacion del anticuerpo por ELISA . 

35 
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Tras la purificaci6n por afinidad se determino el 
tltulo del anticuerpo por ELISA. Para ello se puso el 
antlgeno en una placa ELISA Maxi Sorb de Nunc a razon 
de 50ng/50|al en PBS pH 7, y se detecto el anticuerpo 
5 con anti-IgG de burro conjugada con fosfatasa alcalina, 
utilizando como substrate p-nitrofenil fosfato (PNPP) 
en dietanolamina con 5mM MgCl 2/ pH 9.6 y revelado a las 
2 horas. 



10 En conclusion, los anticuerpos se generaron empleando 
los diferentes peptidos sinteticos descritos 
anteriormente acoplados a KLH. Estos peptidos 
sinteticos contienen un numero muy pequeno de 
aminoacidos, lo cual les hace muy adecuados para la 

15 produccion en cadena de anticuerpos homogeneos, con 
epitopos predef inidos . 



Lista de secuencias. 



SEQ ID NO 1 
SEQ ID NO 2 
SEQ ID NO 3 
SEQ ID NO 4 



LVFFAEDV 
GLMVGGW 
GLMVGGWIA 
RHDSGYEVHHQK 



25 En esta solicitud los aminoacidos se abrevian 

utilizando los c6digos de una letra aceptados en 

el campo, en la forma que se muestra a continuacion: 



A= Ala= alanina, 

30 C= Cys= cisteina, 

D= Asp= acido aspartico, 
E= Glu= acido glutamico, 
F= Phe= f enilalanina, 
G= Gly= glicina, 

35 H= His= histidina, 
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1= 


Ile= 


isoleucina, 


K= 


Lys= 


lisina, 


L= 


Leu= 


leucina, 


M= 


Met= 


metionina, 


N= 


Asn= 


asparagina, 


P= 


Pro= 


prolina 


Q= 


Gln= 


glutamina, 


R= 


Arg= 


arginina, 


S= 


Ser= 


serina, 


T= 


Thr= 


treonina, 


V= 


Val= 


valina, 


W= 


Trp= 


triptof ano, 


Y= 


Tyr= 


tirosina, 



15 La informacidn relativa a la identif icaci6n de las 
secuencias peptidicas, descritas en la presente 
invenci6n, que se acompana a la presente memoria en 
formato legible por ordenador, es identica al listado 
de secuencias que se presenta acompanando a la memoria. 

20 

NUMERO DE SECUENCIAS: 4 

INFORMACION SOBRE LA SECUENCIA 1: 

CARACTERI ST I CAS DE LA SECUENCIA: 
25 LONGITUD : 8 

TIPO: aminoacido 
TIPO DE MOLECULA: peptido 
FUENTE: Sintesis Quimica 
DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: 
30 SEQ ID NO 1 

Leu Val Phe Phe Ala Glu Asp Val 
1 5 

INFORMACION SOBRE LA SECUENCIA 2: 
35 CARACTERI ST I CAS DE LA SECUENCIA: 
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LONGITUD: 8 
T I PO : ami noac i do 
TIPO DE MOLECULA: peptido 
FUENTE: Slntesis Quimica 
5 DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: 
SEQ ID NO 2 

Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val 
1 5 

10 INFORMACION SOBRE LA SECUENCIA 3: 

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 
LONGITUD: 10 
TIPO: aminoacido 
TIPO DE MOLECULA: peptido 
15 FUENTE: Sintesis Quimica 

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: 
SEQ ID NO 3 

Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val He Ala 
1 5 10 

20 

INFORMACION SOBRE LA SECUENCIA 4: 

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 
LONGITUD: 12 
TIPO: aminoacido 
25 TIPO DE MOLECULA: peptido 

FUENTE: Sintesis Quimica 
DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: 
SEQ ID NO 4 

Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu Val His His Gin Lys 
30 1 5 10 
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REIVINDICACIONES 

1. Anticuerpo policlonal para el reconocimiento 
especifico de las formas principales de peptido 

5 beta amiloide, A04O y AP42, obtenible por 

inmunizacion de mamiferos con una proteina 
conjugada a un peptido seleccionado entre el 
grupo formado por: 

el peptido de SEQ ID NO 1, el peptido de SEQ 
10 ID NO 2, el peptido de SEQ ID NO 3, el 

peptido de SEQ ID NO 4; 

los peptidos con una secuencia resultante de 
eliminar los restos de aminoacido N- terminal 
y/o C-terminal de SEQ ID NO 1, de SEQ ID NO 
15 2, de SEQ ID NO 3 o de SEQ ID NO 4 ; 

y los peptidos resultantes de anadir a 
cualquiera de las secuencias precedentes, 
los restos de aminoacido necesarios para la 
conjugacidn de la proteina. 

20 

2. Anticuerpo policlonal segun la reivindicacion 1, 
caracterizado porque la inmunizacion se realiza 
con un peptido seleccionado entre el grupo 
constituido por: 

25 - el peptido de SEQ ID NO 1; 

los peptidos con una secuencia resultante de 
eliminar los restos de aminoacido N- terminal 
y/o C-terminal de SEQ ID NO 1; 
y los peptidos resultantes de anadir a 

30 cualquiera de las secuencias precedentes, 

los restos de aminoacido necesarios para la 
conjugacion de la proteina. 



35 



3. Anticuerpo policlonal segun la reivindicacion 1, 
caracterizado porque la inmunizacion se realiza 
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con un p§ptido seleccionado entre el grupo 
const ituido por: 

el peptido de SEQ ID NO 2; 

los peptidos con una secuencia resultante de 
5 eliminar los restos de aminoacido N-terminal 

y/o C-terminal de SEQ ID NO 2; 
y los peptidos resultantes de anadir a 
cualquiera de las secuencias precedentes, 
los restos de aminoacido necesarios para la 
10 conjugacion de la proteina. 

4. Anticuerpo policlonal segun la reivindicacion 1, 
caracterizado porque la inmunizacion se realiza 
con un peptido seleccionado entre el grupo 
15 constituido por: 

el peptido de SEQ ID NO 3; 

los peptidos con una secuencia resultante de 
eliminar los restos de aminoacido N-terminal 
y/o C-terminal de SEQ ID NO 3; 
20 y los peptidos resultantes de afiadir a 

cualquiera de las secuencias precedentes, 
los restos de aminoacido necesarios para la 
conjugacion de la proteina. 

25 5. Anticuerpo policlonal segun la reivindicacion 1, 
caracterizado porque la inmunizacion se realiza 
con un peptido seleccionado entre el grupo 
constituido por: 

el peptido de SEQ ID NO 4; 
30 - los peptidos con una secuencia resultante de 

eliminar los restos de aminoacido N-terminal 
y/o C-terminal de SEQ ID NO 4; 
y los peptidos resultantes de anadir a 
cualquiera de las secuencias precedentes , 
35 los restos de aminoacido necesarios para la 
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conjugacion de la protelna. 

6. Anticuerpo policlonal segun cualquiera de las 
reivindicaciones anteriores 1 a 5, caracterizado 

5 porque la proteina es la hemocianina de lapa 

(KLH, Keyhole Limpet Hemocyanin en ingles) . 

7. Anticuerpo policlonal segun cualquiera de las 
reivindicaciones anteriores 1 a 6, caracterizado 

10 porque los mamiferos son conejos. 

8. Peptide sustancialmente puro caracterizado por 
tener una secuencia de amino&cidos seleccionada 
entre el grupo definido en la reivindicacion 1. 

15 

9. Peptido segun la reivindicacion 8, caracterizado 
porque la secuencia se seleccionad entre el grupo 
definido en la reivindicacion 2. 

20 10. Peptido segun la reivindicacion 9, caracterizado 

porque la secuencia es SEQ ID NO 1. 

11. Peptido segun la reivindicacion 8, caracterizado 
porque la secuencia se selecciona entre el grupo 

25 definido en la reivindicacion 3. 

12. Peptido segun la reivindicacion 11, caracterizado 
porque la secuencia es SEQ ID NO 2 . 

30 13. Peptido segun la reivindicacion 8, caracterizado 

porque la secuencia se selecciona entre el grupo 
definido en la reivindicacion 4. 



35 



14. Peptido segun la reivindicacion 13, 

caracterizado porque la secuencia es SEQ ID NO 3. 
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15. Peptido segtin la reivindicacion 8, caracterizado 
porque la secuencia se selecciona entre el grupo 
definido en la reivindicacion 5. 

5 

16. Peptido segun la reivindicacion 15, 
caracterizado porque la secuencia es SEQ ID NO 4 . 

17. Uso de un peptido segun cualquiera de las 
10 reivindicaciones anteriores 8 a 16, para la 

obtencion de anticuerpos policlonales mediante 
conjugacion a una proteina e inmunizacion de 
mamif eros . 



15 18. Uso segun la reivindicacion 17, caracterizado 

porque la proteina es la hemocianina de lapa 
(KLH, Keyhole Limpet Hemocyanin en ingles) . 

19. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 
20 anteriores 17 a 18, caracterizado porque los 

mamif eros son conejos. 

20. Metodo de obtencion anticuerpos policlonales 
para el reconocimiento especifico de las formas 

25 principales de peptido beta amiloide, A04O y 

Ap42, caracterizado porque se inmunizan mamif eros 
con una proteina conjugada a un peptido 
seleccionado entre el grupo definido en la 
reivindicacion 1. 
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21.M6todo segun la reivindicacion 20, caracterizado 
porque la proteina utilizada es la hemocianina de 
lapa (KLH, Keyhole Limpet Hemocyanin en ingles) . 



35 



22. Metodo segun cualquiera de las reivindicaciones 
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anteriores 20 a 21, caracterizado porque los 
mamlferos son conejos. 

23. Metodo de deteccion de la presencia o ausencia 
5 de los peptidos amiloides Ap40 y Ap42 en una 

muestra, caracterizado porque comprende poner en 
contacto dicha muestra con un anticuerpo definido 
como en la reivindicaci6n 1, y detectar la 
presencia o ausencia del complejo formado por 
10 dichos peptidos amiloides y dicho anticuerpo, 

24. Metodo de valoraci6n tanto de f&rmacos 
activadores de la degradaci6n de los peptidos 
amiloides, como de farmacos inhibidores de su 

15 produccion, mediante el uso de los anticuerpos 

policlonales descritos en la reivindicacion 1, 
caracterizado porque se emplea el huevo 
embrionado del polio como modelo animal de 
ensayo. 

20 

25. Uso del huevo embrionado de polio como modelo 
animal de ensayo para la valoraci6n tanto de 
f&rmacos activadores de la degradacion de los 
peptidos amiloides, como de farmacos inhibidores 

25 de su produccion, mediante el empleo de 

anticuerpos policlonales como marcadores de la 
presencia o ausencia de dichos peptidos 
amiloides . 
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26. Uso segun la reivindicacion 25, caracterizado 
porque los anticuerpos policlonales utilizados 
son los definidos en la reivindicacion 1. 
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LISTA DE SECUENCIAS 

<110> Universidad de Zaragoza 
<120> Anticuerpos policlonales, 
los mismos. 
<130> 
<160> 4 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 

<211> 8 

<212> PRT 

<213> Slntesis Qulmica 
<220> 

<221> PEPTIDE 

<222> (1) . . (8) 
<223> 

<400> 1 

Leu Val Phe Phe Ala Glu Asp Val 
1 5 



mStodo de preparaci6n y uso de 



<210> 2 
<211> 8 
<212> PRT 

<213> Slntesis Quimica 
<220> 

<221> PEPTIDE 
<222> (1)..(8) 
<223> 
<400> 2 

Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val 
1 5 
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<210> 3 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> Sintesis Qulmica 
<220> 

<221> PEPTIDE 
<222> (1)..(10) 
<223> 
<400> 3 

Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val He Ala 
15 10 



<210> 4 
<211> 12 
<212> PRT 

<213> Sintesis Quimica 
<220> 

<221> PEPTIDE 
<222> (1)..(12) 
<223> 
<400> 4 

Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu Val His His Gin Lys 
15 10 
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Polyclonal antibodies, preparation method thereof 
and use of same 

The present invention relates to polyclonal 
antibodies that recognize the two most important amyloid 
peptides, A£40 and A£42, specifically and with great 
affinity, as well as their use in the evaluation both of 
drugs that are activators of the degradation of the amyloid 
peptides that are characteristic of Alzheimer's disease and 
of drugs that are inhibitors of their formation. Moreover, 
they can be used for evaluating the activity of the enzymes 
involved in the processing of the precursor protein of the 
aforementioned peptides or the activity of the enzymes 
involved in their degradation, as well as for evaluating the 
level of expression of the genes involved in the entire 
machinery of events leading to the deposition and formation 
of amyloid plaques, lesions that are characteristic of the 
brain of patients with Alzheimer's disease. 
STATE OF THE PRIOR ART 

Certain factors are known concerning the biochemical 
and metabolic phenomena associated with the presence of 
Alzheimer's disease. Two morphological and histopathological 
changes observed in the brain of patients with Alzheimer's 
disease are tangles of neurofibrils and amyloid deposits. 

Intraneuronal tangles of neurofibrils are also 
present in other degenerative diseases, but the presence of 
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amyloid deposits both in the intraneuronal spaces (neuritic 
plaques) and in the surrounding microvasculature (vascular 
plaques) appears to be characteristic of Alzheimer's. Of 
these, the neuritic plaques seem to be the most 
characteristic (Price, D.L. et al., Drug Development 
Research (1985) 5:59-68), 

The main component of these amyloid plaques is a 
peptide of 40-42 amino acids called amyloid peptide A(34. 

The amyloid peptide A(34 is a polypeptide produced by 
proteolysis from membrane glycoproteins called precursor 
proteins of amyloid peptide A(54 ((3APP) . These precursor 
proteins of the amyloid peptide are comprised of 695 to 770 
amino acids, and they are all produced by the same gene. 

Two main variants of amyloid peptide A(34 have been 
identified, peptides Ap40 and A(342, of 40 and 42 amino acids 
respectively, which display a different tissue distribution 
both in physiological and in pathological conditions. 

We cloned and sequenced the gene of pAPP in the 
chicken and demonstrated that it is practically identical to 
the human gene, as it produces pAPPs with tremendous 
homology, of the order of 95%, with those of the human 
species, and the peptide Ap4, characteristic of Alzheimer's 
disease, is identical to the human peptide. Moreover, the 
chick embryo processes the PAPPs in such a way that peptide 
Ap4 is produced, owing to the action of certain proteolytic 
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enzymes that cause proteolysis of the pAPPs at a key site 
for production of A04, the proteolytic enzyme that cuts the 
PAPPs to produce Ap4 is called 0-secretase. 
EXPLANATION OF THE INVENTION 

The present invention provides polyclonal antibodies 
capable of specifically recognizing by means of any 
conventional immunological technique (Western blot, 
immunohistochemistry, immunoprecipitation, ELISA, RIA, etc.) 
the presence of the amyloid peptides A(J40 and A042, obtained 
by immunization of mammals, preferably rabbits, with a 
protein conjugated with a peptide selected from the group 
comprising SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 3, SEQ ID NO 
4, optionally shortened by elimination of the amino acid 
residues of the N-terminal and/or C-terminal ends, and 
optionally lengthened by addition of the appropriate amino 
acid residues for conjugating the protein. 

In a particular embodiment , the peptide corresponds 
to SEQ ID NO 1, optionally lengthened by addition of the 
appropriate amino acid residues for conjugating the protein. 
In another particular embodiment the peptide corresponds to 
SEQ ID NO 2, optionally lengthened by addition of the 
appropriate amino acid residues for conjugating the protein. 
In another particular embodiment the peptide corresponds to 
SEQ ID NO 3, optionally lengthened by addition of the 
appropriate amino acid residues for conjugating the protein. 
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In another particular embodiment the peptide corresponds to 
SEQ ID NO 4, optionally lengthened by addition of the 
appropriate amino acid residues for conjugating the protein. 
Although elimination of the terminal amino acid residues 
does not eliminate the specific activity, the preferred 
peptides are those of SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 3 
and SEQ ID NO 4. 

Provision of any of the substantially pure peptides 
mentioned above is also part of the present invention. 

This invention also supplies a method for obtaining 
the aforementioned polyclonal antibodies by immunization of 
mammals, preferably rabbits, with a protein conjugated to a 
peptide selected from the group comprising SEQ ID NO 1, SEQ 
ID NO 2, SEQ ID NO 3, SEQ ID NO 4, optionally shortened by 
elimination of the amino acid residues of the N-terminal 
and/or C-terminal ends, and optionally lengthened by 
addition of the appropriate amino acid residues for 
conjugating the protein. 

As claimed in a preferred embodiment of the present 
invention, the protein used for its conjugation with the 
peptide is keyhole limpet hemocyanin (KLH) . 

In an even more preferred embodiment of the present 
invention, the mammals used for immunization with the 
protein conjugated to the peptide are rabbits. 
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As claimed in one aspect of the present invention, a 
new method is provided for the evaluation both of drugs that 
activate the degradation of the amyloid peptides that are 
characteristic of Alzheimer's disease, and of drugs that are 
inhibitors of their production, by use of the polyclonal 
antibodies previously described. 

Similarly, the method also serves for evaluating the 
activity of enzymes (proteases) involved in the processing 
of the precursor protein of the aforesaid peptides or the 
activity of the enzymes involved in the degradation thereof. 

This invention also supplies a method for detecting 
the presence or absence of the amyloid peptides A(340 and 
Ap42 in a sample, employing the chick embryo or any of the 
membranes or extraembryonic fluids of the embryonated 
chicken egg as the experimental animal model. 

As claimed in a preferred embodiment of the present 
invention, a new method is supplied for the evaluation both 
of drugs that are activators of the degradation of the 
amyloid peptides characteristic of Alzheimer's disease, and 
of drugs that are inhibitors of their production, by using 
the chicken embryo or any of the membranes or extraembryonic 
fluids of the embryonated chicken egg, as the experimental 
animal model. 

As claimed in another preferred embodiment of the 
present invention, a new method is supplied for evaluating 
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the activity of the enzymes (proteases) involved in the 
processing of the precursor protein of the aforesaid 
peptides or the activity of the enzymes involved in their 
degradation, by using the chicken embryo or any of the 
membranes or extraembryonic fluids of the embryonated 
chicken egg, as the experimental animal model. 

The method comprises inoculating the drug in the 
embryonated chicken egg, either by simple dropwise 
application on the embryo itself or its membranes, or by 
injection in the yolk (if the embryo is young) or yolk sac 
(if the embryo is older) , in the amniotic sac, in the 
allantoic sac (in embryos of more than 6 days of incubation) 
or inside the embryo itself and, after the appropriate 
incubation time, the embryo and/or any of the membranes or 
extraembryonic fluids are extracted and analyzed to 
determine the amount of amyloid peptides, characteristic of 
Alzheimer's disease, by the conventional laboratory 
techniques for quantification of peptides and proteins such 
as Western blot, immunohistochemistry, immunoprecipitation, 
ELISA, RIA, HPLC, etc. 
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EXAMPLES 

The present invention is illustrated using the 
following examples. 
Example 1. 

Coupling of the peptides to keyhole limpet hemocyanin (KLH) 

The peptides were coupled to the protein keyhole 
limpet hemocyanin (KLH) , via the n-terminus, using the 
coupling agent glutaraldehyde . For this, the KLH protein was 
activated in borate buffer solution pH 10. Then the 
synthetic peptide was added and the 0.3% solution of 
glutaraldehyde was added slowly while stirring at room 
temperature. After adding glycine 1M to block the unreacted 
glutaraldehyde, the peptide-protein conjugate was dialyzed 
against 3 liters of borate buffer pH 8 . 5 at a temperature of 
4°C. The peptide-KLH conjugate was stored at 4°C. 
Example 2 . 

Production of the polyclonal antibodies 

The four . polyclonal antibodies were produced by 
immunization of New Zealand White rabbits against the four 
peptides coupled to KLH that were used as immunogen. 

Each immunogen was injected in two rabbits, 
performing five injections: the first was intradermal 
injection of the peptide-KLH conjugate in PBS and emulsified 
in Freund complete adjuvant and four other intramuscular 
injections, as a booster dose on days 14, 28, 49 and 80, of 
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the same peptide-KLH conjugate in PBS but this time 
emulsified in Freund incomplete adjuvant, performing control 
bleeding at 90 days for detecting the presence of 
antibodies . 
Example 3. 

Purification of the antibodies by affinity 

After collecting blood, the serum was separated and 
was prepurified by desalting and then the antibodies were 
purified by affinity in a matrix comprising 1.5 ml of EMD- 
Epoxy activated material (Merck) to which 5 mg of the 
corresponding peptide was added. The purified fractions were 
stabilized in 0.1% of BSA (Sigma) and were stored at 4°C; 
glycerol 20-50% could be added as antifreeze. 
Example 4 . 

Antibody titration by ELISA 

After affinity purification, the titer of the 
antibody was determined by ELISA. For this, the antigen was 
placed on a Nunc Maxi Sorb ELISA plate at the rate of 50 
ng/50 pi in PBS pH 7, and the antibody was detected with 
donkey anti-IgG conjugated with alkaline phosphatase, using 
as substrate p-nitrophenyl phosphate (PNPP) in 
diethanolamine with 5 mM MgCl 2 , pH 9.6 and developed at 2 
hours . 

Finally, the antibodies were produced using the 
various synthetic peptides described previously linked to 
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KLH. These synthetic peptides contain a very small number of 

amino acids, which makes them very suitable for the mass 

production of homogeneous antibodies, with predefined 

epitopes . 

Sequence listing 

SEQ ID NO 1 LVFFAEDV 

SEQ ID NO 2 GLMVGGVV 

SEQ ID NO 3 GLMVGGWIA 

SEQ ID NO 4 RHDSGYEVHHQK 

In this application the amino acids are abbreviated 
using the single-letter codes accepted in the field, as 



shown below: 


A= 


Ala= 


alanine, 


C= 


Cys= 


cysteine, 


D= 


Asp= 


aspartic acid, 


E= 


Glu= 


glutamic acid, 


F= 


Phe= 


phenylalanine , 


G= 


Gly= 


glycine, 


H= 


His= 


histidine, 


1= 


Ile= 


isoleucine, 


K= 


Lys= 


lysine, 


L= 


Leu= 


leucine, 


M= 


Met= 


methionine, 


N= 


Asn= 


asparagine, 


P= 


Pro= 


proline, 
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Q= Gln= glutamine, 
R= Arg= arginine, 
S= Ser= serine, 
T= Thr= threonine, 
V= Val= valine, 
W= Trp= tryptophan, 
Y= Tyr= tyrosine. 

The information relating to identification of the 
peptide sequences described in the present invention, which 
accompanies the present specification in computer-readable 
format, is identical to the sequence listing appended to the 
specification. 
NUMBER OF SEQUENCES: 4 
INFORMATION FOR SEQUENCE 1: 

SEQUENCE CHARACTERISTICS: 
LENGTH: 8 
TYPE: amino acid 

TYPE OF MOLECULE: peptide 

SOURCE: Chemical Synthesis 
DESCRIPTION OF THE SEQUENCE: 
SEQ ID NO 1 

Leu Val Phe Phe Ala Glu Asp Val 
1 5 
INFORMATION FOR SEQUENCE 2: 

SEQUENCE CHARACTERISTICS: 
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LENGTH: 8 
TYPE: amino acid 
TYPE OF MOLECULE: peptide 
SOURCE: Chemical Synthesis 
DESCRIPTION OF THE SEQUENCE: 
SEQ ID NO 2 

Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val 

1 5 

INFORMATION FOR SEQUENCE 3: 

SEQUENCE CHARACTERISTICS: 
LENGTH: 10 
TYPE: amino acid 
TYPE OF MOLECULE: peptide 
SOURCE: Chemical Synthesis 

DESCRIPTION OF THE SEQUENCE: 

SEQ ID NO 3 

Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val He Ala 
15 10 
INFORMATION FOR SEQUENCE 4: 

SEQUENCE CHARACTERISTICS: 
LENGTH: 12 
TYPE: amino acid 
TYPE OF MOLECULE: peptide 
SOURCE: Chemical Synthesis 
DESCRIPTION OF THE SEQUENCE: 
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SEQ ID NO 4 

Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu Val His His Gin Lys 
15 10 



■«tj . I 



WO 2004/024770 PCT/ES2003/000422 

- 13 - 

CLAIMS 



1. A polyclonal antibody for the specific recognition 
of the main forms of beta amyloid peptide, A£40 and A|342, 
obtainable by immunization of mammals with a protein 
conjugated to a peptide selected from the group comprising: 

the peptide of SEQ ID NO 1, the peptide of SEQ ID NO 2, 
the peptide of SEQ ID NO 3, the peptide of SEQ ID NO 4; 

the peptides with a sequence resulting from eliminating 
the N-terminal and/or Oterminal amino acid residues of SEQ 
ID NO 1, of SEQ ID NO 2, of SEQ ID NO 3 or of SEQ ID NO 4; 

and the peptides resulting from adding, to any of the 
aforementioned sequences, the amino acid residues necessary 
for conjugation of the protein. 

2. The polyclonal antibody as claimed in claim 1, 
characterized in that immunization is carried out with a 
peptide selected from the group comprising: 

the peptide of SEQ ID NO 1; 

the peptides with a sequence resulting from eliminating 
the N-terminal and/or C-terminal amino acid residues of SEQ 
ID NO 1; 

and the peptides resulting from adding, to any of the 
aforementioned sequences, the amino acid residues necessary 
for conjugation of the protein. 
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3. The polyclonal antibody as claimed in claim 1, 
characterized in that immunization is carried out with a 
peptide selected from the group comprising: 

the peptide of SEQ ID NO 2; 

the peptides with a sequence resulting from eliminating 
the N-terminal and/or Oterminal amino acid residues of SEQ 
ID NO 2; 

and the peptides resulting from adding, to any of the 
aforementioned sequences, the amino acid residues necessary 
for conjugation of the protein. 

4. The polyclonal antibody as claimed in claim 1, 
characterized in that immunization is carried out with a 
peptide selected from the group comprising: 

the peptide of SEQ ID NO 3; 

the peptides with a sequence resulting from eliminating 
the N-terminal and/or C-terminal amino acid residues of SEQ 
ID NO 3; 

and the peptides resulting from adding, to any of the 
aforementioned sequences, the amino acid residues necessary 
for conjugation of the protein, 

5. The polyclonal antibody as claimed in claim 1, 
characterized in that immunization is carried out with a 
peptide selected from the group comprising: 

the peptide of SEQ ID NO 4; 

the peptides with a sequence resulting from eliminating 
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the N-terminal and/or C-terminal amino acid residues of SEQ 
ID NO 4; 

and the peptides resulting from adding, to any of the 
aforementioned sequences, the amino acid residues necessary 
for conjugation of the protein. 

6. The polyclonal antibody as claimed in any one of the 
preceding claims 1 to 5, characterized in that the protein 
is keyhole limpet hemocyanin (KLH) . 

7. The polyclonal antibody as claimed in any one of the 
preceding claims 1 to 6, characterized in that the mammals 
are rabbits. 

8. A substantially pure peptide, characterized in that 
it has an amino acid sequence selected from the group 
defined in claim 1. 

9. The peptide as claimed in claim 8, characterized in 
that the sequence is selected from the group defined in 
claim 2 . 

10. The peptide as claimed in claim 9, characterized in 
that the sequence is SEQ ID NO 1. 

11. The peptide as claimed in claim 8, characterized in 
that the sequence is selected from the group defined in 
claim 3. 

12. The peptide as claimed in claim 11, characterized in 
that the sequence is SEQ ID NO 2. 



WO 2004/024770 PCT/ES2003/000422 

- 16 - 

13. The peptide as claimed in claim 8, characterized in 
that the sequence is selected from the group defined in 
claim 4 . 

14. The peptide as claimed in claim 13, characterized in 
that the sequence is SEQ ID NO 3. 

15. The peptide as claimed in claim 8, characterized in 
that the sequence is selected from the group defined in 
claim 5. 

16. The peptide as claimed in claim 15, characterized in 
that the sequence is SEQ ID NO 4. 

17. Use of a peptide as claimed in any one of the 
preceding claims 8 to 16, for obtaining polyclonal 
antibodies by conjugation to a protein and immunization of 
mammals. 

18. The use as claimed in claim 17, characterized in 
that the protein is keyhole limpet hemocyanin (KLH) . 

19. The use as claimed in any one of the preceding 
claims 17 to 18, characterized in that the mammals are 
rabbits. 

20. A method of obtaining polyclonal antibodies for the 
specific recognition of the main forms of the beta amyloid 
peptide, A(540 and A(342, characterized in that mammals are 
immunized with a protein conjugated to a peptide selected 
from the group defined in claim 1. 
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21. The method as claimed in claim 20, characterized in 
that the protein used is keyhole limpet hemocyanin (KLH) . 

22. The method as claimed in any one of the preceding 
claims 20 to 21, characterized in that the mammals are 
rabbits. 

23. A method of detecting the presence or absence of the 
amyloid peptides A(340 and A(342 in a sample, characterized in 
that it comprises bringing said sample into contact with an 
antibody defined as in claim 1, and detecting the presence 
or absence of the complex formed by said amyloid peptides 
and said antibody. 

24. A method of evaluation both of drugs that activate 
the degradation of amyloid peptides, and of drugs that are 
inhibitors of their production, by the use of the polyclonal 
antibodies described in claim 1, characterized in that the 
embryonated chicken egg is employed as the experimental 
animal model. 

25. Use of the embryonated chicken egg as experimental 
animal model for the evaluation both of drugs that activate 
the degradation of amyloid peptides, and of drugs that are 
inhibitors of their production, by using polyclonal 
antibodies as markers of the presence or absence of said 
amyloid peptides. 

26. The use as claimed in claim 25, characterized in 
that the polyclonal antibodies used are those defined in 
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SEQUENCE LISTING 

<110> University of Zaragoza 

<120> Polyclonal antibodies, preparation method thereof and 
use of same. 
<130> 
<160> 4 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 
<211> 8 
<212> PRT 

<213> Chemical Synthesis 
<220> 

<221> PEPTIDE 
<222> (1) . . (8) 
<223> 
<400> 1 

Leu Val Phe Phe Ala Glu Asp Val 
1 5 

<210> 2 
<211> 8 



AMENDED SHEET (RULE 91) 
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<212> PRT 

<213> Chemical Synthesis 
<220> 

<221> PEPTIDE 
<222> (1) . . (8) 
<223> 
<400> 2 

Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val 
1 5 



<210> 3 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> Chemical Synthesis 
<220> 

<221> PEPTIDE 
<222> (1)..(10) 
<223> 
<400> 3 

Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val He Ala 
15 10 

AMENDED SHEET (RULE 91) 
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<210> 4 
<211> 12 
<212> PRT 

<213> Chemical Synthesis 
<220> 

<221> PEPTIDE 
<222> (1) . . (12) 
<223> 
<400> 4 

Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu Val His His Gin Lys 
15 10 



AMENDED SHEET (RULE 91) 
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Anticuerpos policlonales, mdtodo de preparacion y uso 
de los mismos. 

La presente invencion se refiere a anticuerpos 
5 policlonales que reconocen especif icamente y con gran 
afinidad a los dos peptidos amiloides mSs importantes, 
el AP40 y el A$42 , as! como a su empleo en la 
valoraci6n tanto de firmacos activadores de la 
degradacion de los peptidos amiloides caracteristicos 

10 de la enfermedad de Alzheimer como de farmacos 

inhibidores de su formaci6n. Del mismo modo, pueden ser 
utiles para la valoracidn de la actividad de las 
enzimas implicadas en el procesamiento de la proteina 
precursora de los citados peptidos o la actividad de 

15 las enzimas implicadas en la degradaci6n de los mismos, 
asi como de la valoraci6n del nivel de expresi6n de los 
genes implicados en toda la maquinaria de eventos que 
conducen al deposito y formacion de placas amiloides, 
lesiones caracterlsticas de los cerebros de pacientes 

20 que sufren la enfermedad de Alzheimer. 

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR 

Se conocen determinados factores acerca de los 
25 fen6menos bioquimicos y metab61icos asociados a la 
presencia de la enfermedad de Alzheimer. Dos cambios 
morfol6gicos e histopatol6gicos observados en 
cerebros de pacientes con la enfermedad de Alzheimer 
son maraftas neurof ibrilares (MNF) y dep6sitos 
30 amiloides. 

Las maranas neurof ibrilares intraneuronales est&n 
tambien presentes en otras enfermedades degenerativas, 
pero la presencia de dep6sitos de amiloide tanto en los 
3 5 espacios interneuronales (placas neurlticas) como 
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en la microvasculatura circundante (placas vasculares) 
parece ser caracterlstica del Alzheimer. De £stas, 
las placas neurlticas parecen ser las m&s 
caracteristicas (Price, D.L. y col. , Drug Development 
5 Research (1985) 5:59-68). 

El componente principal de estas placas amiloides es un 
peptido de 40-42 amino&cidos denominado peptide 
amiloide AP4. 

El peptido amiloide AP4 es un polipgptido originado por 
proteolisis a partir de unas glucoproteinas de membrana 
denominadas proteinas precursoras del p6ptido amiloide 
A04 (PAPP) . Estando estas proteinas precursoras del 
15 peptido amiloide constituidas por 695 a 770 

aminoScidos, siendo todas ellas producidas por el mismo 
gen. 

Se han identificado dos variantes principales del 
20 pgptido amiloide Ap4, el pSptido AP40 y el AP42, de 4 0 
y 42 aminocicidos respectivamente, que presentan una 
distribuci6n tisular diferente en condiciones tanto 
fisiol6gicas como patol6gicas. 

25 Nosotros hemos clonado y secuenciado el gen de la PAPP 
en el polio y hemos demostrado que es prcLcticamente 
idgntico al gen humano, pues produce pAPPs con una 
enorme homologia, del orden del 95%, a las de la 
especie humana, y el pSptido Ap4, caracteristico de, la 

30 enfermedad de Alzheimer, es id6ntico al humano. 'AdemSs, 
el embri6n de polio procesa a las PAPPs de tal forma 
que se produce peptido Ap4, debido a la acci6n de unas 
enzimas proteollticas que provocan la proteolisis de 
las PAPPs en un sitio clave para producir Ap4, la 

35 enzima proteolltica que corta las pAPPs para producir 
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A04 es denominada p-secretasa. 

EXPLICACI6N DE LA INVENCI6N 

5 La presente invenci6n proporciona anticuerpos 

policlonales, capaces de reconocer especi f icamente 
mediante cualquier tecnica inmunol6gica convencional 
(western blot, inmunohistoquimica, inmunoprecipitacion, 
ELISA/ RIA, . ..) de la presencia de los pSptidos 

10 amiloides AP40 y Ap42, obtenidos por inmunizaci6n de 
mamiferos, pref eriblemente conejos, con una proteina 
conjugada con un peptido seleccionado a partir de un 
grupo que consiste en SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 2 , SEQ ID 
NO 3, SEQ ID NO 4, opcionalmente acortados por 

15 eliminaci6n de los restos de aminoacido de los extremes 
N-terminal y/o C- terminal, y opcionalmente alargados 
por adicion de los restos de amino&cido apropiados para 
conjugar la proteina. 

20 En una realizaci6n particular, el peptido corresponde a 
SEQ ID NO 1, opcionalmente alargado por adici6n de 
los restos de aminoacido apropiados para conjugar la 
proteina. En otra realizaci6n particular el peptido 
corresponde a SEQ ID NO 2, opcionalmente alargado por 

25 adici6n de los restos de aminoacido apropiados 
para conjugar la proteina. En otra realizaci6n 
particular el pSptido corresponde a SEQ ID NO 3, 
opcionalmente alargado por adici6n de los restos de 
aminoacido apropiados para conjugar la proteina. En 

30 otra realizaci6n particular el pgptido corresponde a 
SEQ ID NO 4, opcionalmente alargado por adici6n de los 
restos de aminoScido apropiados para conjugar la 
proteina. Aunque la eliminaci6n de los restos 
aminoacidicos terminales no elimina la actividad 

35 especi fica, los p6ptidos preferidos son los de SEQ ID 
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NO 1, SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 3 y SEQ ID NO 4. 

La provisi6n de cualquiera de los peptides, 
substancialmente puros, antes mencionados es tambiSn 
5 parte de la presente invencion. 

Esta invenci6n tambi^n proporciona un m^todo para la 
obtenci6n de los anticuerpos policlonales antes 
mencionados por inraunizaci6n de mamiferos, 

10 prefer iblemente conejos, con una protelna conjugada a 
un pgptido seleccionado a partir de un grupo que 
consiste en SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 3 # SEQ 
ID NO 4, opcionalmente acortados por eliminaci6n de los 
restos de aminoScido de los extremos N-terminal y/o C- 

15 terminal, y opcionalmente alargados por adici6n de los 
restos de amino&cido apropiados para conjugar la 
protelna. 

Segtin una forma de realizaci6n preferida de realizacion 
20 de la presente invenci6n, la protelna utilizada para su 
conjugacidn con el peptido es la hemocianina de lapa 
(KLH, Keyhole Limpet Hemocyanin en ingles) . 

En una realizaci6n aun mas preferida de la presente 
25 invenci6n # los mamiferos utilizados, para su 

inmunizaci6n con la protelna conjugada al p£ptido, son 
cone j os. 

De acuerdo con un aspecto de la presente invenci6n, se 
30 proporciona un nuevo mStodo para la valoraci6n "tanto de 
fSrmacos activadores de la degradaci6n de los p^ptidos 
amiloides caracterlsticos de la enfermedad de 
Alzheimer, como de fSrmacos inhibidores de su 
produccidn, mediante el uso de los anticuerpos 
35 policlonales descritos anteriormente . 



WO 2004/024770 



PCT/ES2003/000422 



5 

Del mismo modo, el metodo sirve tambien para valorar 
la actividad de las enzimas (proteasas) implicadas en 
el procesamiento de la proteina precursora de los 
citados p£ptidos o la actividad de las enzimas 
5 implicadas en la degradaci6n de los mismos. 

Esta invenci6n tambien proporciona un mStodo para la 
deteccidn de la presencia o ausencia de los peptidos 
amiloides AP40 y Ap42 en una muestra, empleando el 
10 embri6n del polio o cualquiera de las membranas o 
liquidos extraembrionarios del huevo embrionado del 
polio, como modelo animal de ensayo. 

Segun una realizaci6n preferida de la presente 
15 invenci6n, se proporciona un nuevo mStodo para la 
valoraci6n tanto de fSrmacos activadores de la 
degradaci6n de los pgptidos amiloides caracterlsticos 
de la enfermedad de Alzheimer, como de fSrmacos 
inhibidores de su producci6n, mediante el uso del 
20 embri6n del polio o cualquiera de las membranas o 
liquidos extraembrionarios del huevo embrionado del 
polio, como modelo animal de ensayo. 

De acuerdo con otra realizaci6n preferida de la 
25 presente invenci6n, se proporciona un nuevo mStodo para 
valorar la actividad de las enzimas (proteasas) 
implicadas en el procesamiento de la proteina 
precursora de los citados peptidos o la actividad de 
las enzimas implicadas en la degradaci6n de los mismos, 
30 mediante el uso del embri6n del polio o cualquiera de 
las membranas o liquidos extraembrionarios del huevo 
embrionado del polio, como modelo animal de ensayo. 

El mStodo consiste en la inoculaci6n del fcLrmaco en el 
35 huevo embrionado del polio, ya por simple goteo sobre 
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el propio embri6n o alguna de sus membranas, ya por 
inyeccion en el vitelo ( si el embri6n es joven ) o 
saco vitelino ( si el embrion es mils mayor ) , en el 
saco amni6tico, en el saco alantoideo ( en embriones de 
5 mas de 6 dias de incubaci6n ) o en el interior del 
propio embri6n y, tras el tiempo adecuado de 
incubaci6n, se extrae el embrion y/o cualquiera de las 
membranas o liquidos extraembrionarios y se analiza la 
cantidad de peptidos amiloides, caracteristicos de la 
10 enfermedad de Alzheimer, mediante las tecnicas 

convene ionales de laboratorio para la cuantif icaci6n de 
peptidos y protelnas como western blot, 
inmunohistoquimica, inmunoprecipitaci6n , ELISA, RIA, 
HPLC, etc. 

15 

EJEMPLOS 

La presente invenci6n se ilustra mediante los 
siguientes ejemplos. 

20 

Ejemplo 1. 

Acoplamiento de los peptidos a hemocianina de lapa 
(KLH, Keyhole Limpet Hemocyanin) 

25 Los peptidos fueron acoplados a la proteina hemocianina 
de lapa (KLH, Keyhole Limpet Hemocyanin) , via n- 
terminus, utilizando el agente acoplante 
glutaraldehi do . Para lo cual se activ6 la protelna KLH 
en soluci6n de buffer borato pH 10, A continuaci6n se 

30 anadi6 el pSptido sintfitico y lentamente se ansfdi6 la 
salucidn de glutaraldehldo 0,3% mientras se agitaba a 
temperatura ambiente. Tras la adicci6n de glicina 1M 
para bloquear el glutaraldehldo no reaccionante, se 
dializo el conjugado p§ptido-prote£na frente a 3 litros 

35 de buffer borato pH 8.5 a temperatura de 4 °C. El 
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conjugado p€ptido-KLH se almaceno a 4 °C. 
Ejemplo 2 . 

Generaci6n de los anticuerpos policlonales . 

5 Los cuatro anticuerpos policlonales fueron generados 
por inmunizacion de conejos New Zealand White contra 
los cuatro peptidos acoplados a KLH que se utilizaron 
como inmun6geno. 

10 Cada inmun6geno se inyect6 en dos conejos, realizSndose 
cinco inyecciones: la primera inyecci6n intrad£rmica 
del conjugado p6ptido-KLH en PBS y emulsionados en 
adyuvante completo de Freund y cuatro m£s 
intramusculares, a modo de dosis de recuerdo en los 

15 dlas 14, 28, 49 y 80, del mismo conjugado p£ptido-KLH 
en PBS pero esta vez emulsionados en adyuvante 
incompleto de Freund, realiz&ndose la sangrla de 
control a los 90 dlas para detectar la presencia de los 
anticuerpos . 

20 

Ejemplo 3 . 

Purificaci6n de los anticuerpos por afinidad. 

Tras la recogida de sangre, se separ6 el suero y se 
25 prepurific6 mediante desalado y posteriormente se 

purificaron los anticuerpos por afinidad en una matriz 
compuesta por 1,5 ml de material EMD-Epoxy activated 
(Merck) a la que se anadi6 5mg del correspondiente 
pfiptido. Las fracciones purificadas se estabilizaron en 
30 0,1% de BSA (Sigma) y se conservaron a 4 °C, pudi^ndose 
anadir glicerol 20-50% como crioprotector . 

Ejemplo 4. 

Titulaci6n del anticuerpo por ELISA. 

35 
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Tras la purificaci6n por afinidad se determin6 el 
titulo del anticuerpo por ELISA. Para ello se puso el 
antigeno en una placa ELISA Maxi Sorb de Nunc a razon 
de 50ng/50jil en PBS pH 7, y se detect6 el anticuerpo 
5 con anti-IgG de burro conjugada con fosfatasa alcalina, 
utilizando como substrato p-nitrofenil fosfato (PNPP) 
en dietanolamina con 5mM MgCl 2 , pH 9.6 y revelado a las 
2 Horas. 

10 En conclusi6n, los anticuerpos se generaron empleando 
los diferentes pSptidos sinteticos descritos 
anteriormente acoplados a KLH. Estos p£ptidos 
sinteticos contienen un nfimero muy pequeno de 
amino&cidos, lo cual les hace muy adecuados para la 

15 producci6n en cadena de anticuerpos homogineos, con 
epltopos predef inidos. 

Lista de secuencias. 

20 SEQ ID NO 1 LVFFAEDV 

SEQ ID NO 2 GLMVGGW 

SEQ ID NO 3 GLMVGGWIA 

SEQ ID NO 4 RHDSGYEVHHQK 

25 En esta solicitud los amino&cidos se abrevian 

utilizando los c6digos de una letra aceptados en 

el campo, en la forma que se muestra a continuaci6n: 

A«= Ala= alanina, 
30 C= Cys= cistelna, 

D= Asp= cicido aspSrtico, 

E= Glu« Scido glut&mico, 

F= Phe= fenilalanina, 

G= Gly= glicina, 
35 H= His= histidina, 
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1= Ile= isoleucina, 
K= Lys= lisina, 
L= Leu= leucina, 
M= Met= metionina, 
5 N= Asn= asparagina, 
P= Pro= prolina 
Q= Gln= glutamina, 
R= Arg= arginina, 
S= Ser= serina, 
10 T= Thr= treonina, 
V= Val= valina, 
W= Trp= triptofano, 
Y= Tyr= tirosina, 

15 La informaci6n relativa a la identif icaci6n de las 
secuencias peptldicas, descritas en la presente 
invenci6n, que se acompana a la presente memoria en 
fortnato legible por ordenador, es identica al listado 
de secuencias que se presenta acompanando a la memoria. 

20 

NUMERO DE SECUENCIAS: 4 

INFORMACION SOBRE LA SECUENCIA 1: 

CARACTERI STI CAS DE LA SECUENCIA: 
25 LONGITUD: 8 

TIPO: amino&cido 
TIPO DE MOLECULA: pSptido 
FUENTE: Slntesis Qulmica 
DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: 
30 SEQ ID NO 1 

Leu Val Phe Phe Ala Glu Asp Val 
1 5 

INFORMACION SOBRE LA SECUENCIA 2: 
35 CARACTERI STI CAS DE LA SECUENCIA: 
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LONGITUD: 8 
TIPO: aminoScido 
TIPO DE MOLECULA: peptido 
FUENTE: Sintesis Quimica 
5 DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: 
SEQ ID NO 2 

Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val 
1 * 5 

10 INFORMACION SOBRE LA SECUENCIA 3: 

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 
LONGITUD: 10 
TIPO: aminoacido 
TIPO DE MOLECULA: pSptido 
15 FUENTE: Sintesis Quimica 

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: 
SEQ ID NO 3 

Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val He Ala 
15 10 

20 

INFORMACION SOBRE LA SECUENCIA 4: 

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 
LONGITUD: 12 
TIPO: aminocicido 
25 TIPO DE MOLECULA: pSptido 

FUENTE: Sintesis Quimica 
DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: 
SEQ ID NO 4 

Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu Val His His Gin Lys 
30 1 5 10 
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REIVINDICACIONES 

1. Anticuerpo policlonal para el reconocimiento 
especifico de las formas principales de peptido 

5 beta amiloide, Ap40 y AP42, obtenible por 

inmunizacion de mamiferos con una protelna 
conjugada a un peptido seleccionado entre el 
grupo formado por: 

el peptide de SEQ ID NO 1, el peptido de SEQ 
10 ID NO 2, el pSptido de SEQ ID NO 3, el 

pgptido de SEQ ID NO 4; 

los p£ptidos con una secuencia resultante de 
eliminar los restos de amino&cido N-terminal 
y/o C- terminal de SEQ ID NO 1, de SEQ ID NO 
15 2, de SEQ ID NO 3 o de SEQ ID NO 4; 

y los peptidos resultantes de anadir a 
cualquiera de las secuencias precedentes, 
los restos de aminoScido necesarios para la 
conjugaci6n de la proteina. 

20 

2. Anticuerpo policlonal segun la reivindicacion 1, 
caracterizado porque la inmunizaci6n se realiza 
con un peptido seleccionado entre el grupo 
constituido por: 

25 - el pSptido de SEQ ID NO 1; 

los pgptidos con una secuencia resultante de 
eliminar los restos de aminoScido N-terminal 
y/o C-terminal de SEQ ID NO 1; 
y los peptidos resultantes de anadir a 

30 cualquiera de las secuencias precedentes, 

los restos de aminoScido necesarios para la 
conjugaci6n de la protelna. 



35 



3. Anticuerpo policlonal segun la reivindicaci6n 1, 
caracterizado porque la inmunizaci6n se realiza 
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con un p£ptido seleccionado entre el grupo 
const ituido por: 

el p£ptido de SEQ ID NO 2; 

los peptidos con una secuencia resultante de 
5 eliminar los restos de aminoacido N- terminal 

y/o C-terminal de SEQ ID NO 2; 
y los peptidos resultantes de anadir a 
cualquiera de las secuencias precedentes, 
los restos de amino&cido necesarios para la 
10 conjugacion de la protelna. 

4. Anticuerpo policlonal segtin la reivindicaci6n 1, 
caracterizado porque la inmunizacion se realiza 
con un peptide seleccionado entre el grupo 
15 constituido por: 

el peptide de SEQ ID NO 3; 

los peptidos con una secuencia resultante de 
eliminar los restos de aminocicido N-terminal 
y/o C-terminal de SEQ ID NO 3; 
20 y los peptidos resultantes de anadir a 

cualquiera de las secuencias precedentes, 
los restos de aminoacido necesarios para la 
conjugaci6n de la proteina. 

25 5. Anticuerpo policlonal segtin la reivindicaci6n 1, 
caracterizado porque la inmunizaci6n se realiza 
con un pSptido seleccionado entre el grupo 
constituido por: 

- el pgptido de SEQ ID NO 4; 
30 - los pSptidos con una secuencia resultante de 

eliminar los restos de aminoclcido N-terminal 
y/o C-terminal de SEQ ID NO 4; 
y los peptidos resultantes de anadir a 
cualquiera de las secuencias precedentes, 
35 los restos de aminoScido necesarios para la 
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conjugacion de la proteina. 

6. Anticuerpo policlonal segun cualquiera de las 
reivindicaciones anteriores 1 a 5, caracterizado 

5 porque la proteina es la hemocianina de lapa 

(KLH, Keyhole Limpet Hemocyanin en ingles) . 

7. Anticuerpo policlonal segun cualquiera de las 
reivindicaciones anteriores 1 a 6, caracterizado 

10 porque los mamlferos son conejos. 

8. Peptido sustancialtnente puro caracterizado por 
tener una secuencia de amino&cidos seleccionada 
entre el grupo definido en la reivindicacion 1. 



15 



20 



9. Peptido segun la reivindicacion 8, caracterizado 
porque la secuencia se seleccionad entre el grupo 
definido en la reivindicaci6n 2 . 

10. Peptido segun la reivindicacion 9, caracterizado 
porque la secuencia es SEQ ID NO 1. 



11. Peptido segtin la reivindicaci6n 8, caracterizado 
porque la secuencia se selecciona entre el grupo 

25 definido en la reivindicaci6n 3. 

12. PSptido segtin la reivindicaci6n 11, caracterizado 
porque la secuencia es SEQ ID NO 2. 

30 13. Peptido segtin la reivindicaci6n 8, caracterizado 
porque la secuencia se selecciona entre el grupo 
definido en la reivindicaci6n 4 . 
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14. Piptido segtin la reivindicaci6n 13, 

caracterizado porque la secuencia es SEQ ID NO 3 . 
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15. Peptide segun la reivindicacidn 8, caracterizado 
porque la secuencia se selecciona entre el grupo 
definido en la reivindicaci6n 5. 

5 

16. P6ptido segun la reivindicacion 15, 
caracterizado porque la secuencia es SEQ ID NO 4 , 

17. Uso de un p6ptido segun cualquiera de las 
10 reivindicaciones anteriores 8 a 16, para la 

obtencion de anticuerpos policlonales mediante 
conjugacion a una protelna e inmunizacion de 
mamlferos. 

15 18. Uso segun la reivindicacion 17, caracterizado 
porque la protelna es la hemocianina de lapa 
(KLH, Keyhole Limpet Hemocyanin en ingles) . 



20 



30 



19. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 
anteriores 17 a 18, caracterizado porque los 
mamlferos son conejos. 



20. M6todo de obtencion anticuerpos policlonales 
para el reconocimiento especlfico de las formas 
25 principales de pSptido beta amiloide, Ap40 y 

Ap42, caracterizado porque se inmunizan mamlferos 
con una protelna conjugada a un pfiptido 
seleccionado entre el grupo definido en la 
reivindicaci6n 1. 



21.M6todo segun la reivindicaci6n 20, caracterizado 
porque la protelna utilizada es la hemocianina de 
lapa (KLH, Keyhole Limpet Hemocyanin en ingl6s) . 
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22. MStodo segiin cualquiera de las reivindicaciones 
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anteriores 20 a 21, caracterizado porque los 
mamiferos son conejos. 

23. Metodo de deteccion de la presencia o ausencia 
de los peptides amiloides Ap40 y AP42 en una 
muestra, caracterizado porque comprende poner en 
contacto dicha muestra con un anticuerpo definido 
como en la reivindicaci6n 1, y detectar la 
presencia o ausencia del complejo formado por 
dichos peptidos amiloides y dicho anticuerpo, 

24. MStodo de valoraci6n tanto de fSrmacos 
activadores de la degradaci6n de los peptidos 
amiloides, como de f&rmacos inhibidores de su 
produccion, mediante el uso de los anticuerpos 
policlonales descritos en la reivindicacion 1, 
caracterizado porque se emplea el huevo 
embrionado del polio como modelo animal de 
ensayo . 

25. Uso del huevo embrionado de polio como modelo 
animal de ensayo para la valoraci6n tanto de 
f&rmacos activadores de la degradaci6n de los 
pgptidos amiloides, como de f&rmacos inhibidores 
de su producci6n, mediante el empleo de 
anticuerpos policlonales como marcadores de la 
presencia o ausencia de dichos peptidos 
amiloides. 

26. Uso segun la reivindicaci6n 25 , caracterizado 
porque los anticuerpos polifclonales utilizados 
son los definidos en la reivindicaci6n 1. 



WO 2004/024770 



PCT/ES2003/000422 



1 

LISTA DE SECUENCIAS 

<110> Universidad de Zaragoza 

<120> Anticuerpos policlonales, m^todo de preparaci6n y uso de 
los mismos . 
<130> 
<160> 4 

<1?0> Patentln version 3.1 

<210> 1 

<211> 8 

<212> PRT 

<213> Sintesis Quimica 
<220> 

<221> PEPTIDE 

<222> (1)..(8) 
<223> 

<400> 1 

Leu Val Phe Phe Ala Glu Asp Val 
1 5 



<210> 2 
<211> 8 
<212> PRT 

<213> Sintesis Quimica 
<220> 

<221> PEPTIDE 
<222> (1)..(8) 
<223> 
<400> 2 

Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val 
1 5 
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<210> 3 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> Sintesis Qulmica 
<220> 

<221> PEPTIDE 
<222> (1)..(10) 
<223> 
<400> 3 

Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val He Ala 
15 10 



<210> 4 
<211> 12 
<212> PRT 

<213> Sintesis Quimica 
<220> 

<221> PEPTIDE 
<222> (1)..(12) 
<223> 
<400> 4 

Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu Val His His Gin Lys 
15 10 
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